慢性髓性白血病（CML)是一种常见的造血系统恶性肿瘤，具有独特的生物学特性。信号转导与转录激活因子家族3(STAT3)是一种广泛表达于多种组织和细胞中的转录激活因子，主要受细胞因子介导激活，其在造血细胞的发育分化中发挥着不可或缺的重要作用[@b1]--[@b2]。JAK/STAT3途径是STAT3激活的经典途径，在介导STAT3活化的胞外细胞因子信号中IL-6与JAK/STAT3的激活关系最为密切。作为重要的白血病细胞生长存活因子，白血病细胞自身或免疫细胞分泌的IL-6均可直接激活胞内的JAK/STAT3信号通路，对白血病的发生、发展发挥重要作用[@b3]--[@b4]。我们此前的研究表明，苦参碱可显著抑制包括人白血病细胞在内的多种肿瘤细胞体外增殖[@b5]--[@b6]。本研究中我们进一步观察苦参碱对人CML细胞株K562细胞增殖抑制的分子机制。

材料和方法 {#s1}
==========

一、细胞及主要试剂

K562细胞购自中国科学院上海生命科学院生物化学与细胞生物学研究所，以含10% FBS的RPMI 1640培养基，于37 °C、5%CO~2~条件下常规培养。苦参碱购自陕西省西安植物园植物化学开发研究所，纯度为99.5%，以ddH~2~O配为10 mg/ml储存浓度备用。FBS、细胞培养基（RPMI 1640、α-MEM)为美国Gibco公司产品。IL-6、STAT3、Bcl-xL、Cyclin D1及c-Myc上下游引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。逆转录试剂盒(RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit，K1622)为美国Fermentas (MBI)公司产品。Marker DL2000 (3427Q)、PCR体系为日本TaKaRa公司产品。TRIzol总RNA提取试剂（15596-026）为美国Invitrogen公司产品。RIPA细胞裂解液（PP1901）购自北京百泰克生物科技有限公司。蛋白酶抑制剂(Protease Inhibitor Cocktail，ab65621)为英国Abcam公司产品。STAT3 (Ser727) (9136)、STAT3 (Tyr705)(9132)、磷酸化STAT3、JAK2(3230L)、磷酸化JAK2 (4406S)、Bcl-xL (2762)、Cyclin D1 (2922)、c-Myc (9402）单克隆抗体为美国Cell Signaling Technology公司产品。化学发光Amersham ECL Plus™ Kit为美国GE Healthcare公司产品。人重组IL-6冻干粉（200-06)购自美国PeproTech公司。人IL-6 ELISA检测试剂盒(D6050)为美国R&D公司产品。

二、方法

1．细胞处理：收集对数生长期K562细胞，调整细胞密度为（0.5\~1.0）×10^5^/ml，置于37 °C、饱和湿度、5% CO~2~培养箱中培养。苦参碱处理组细胞加入10 mg/ml苦参碱溶液，使其终浓度为0.5和0.8 mg/ml，处理24或48 h，对照组加入等体积PBS缓冲液。IL-6预处理组则将人IL-6冻干粉用无菌水重悬至1.0 mg/ml，加入实验细胞中，使其终浓度达50 ng/ml，预处理6 h，再加入苦参碱溶液，使其终浓度为0.5和0.8 mg/ml，处理24或48 h。收集各处理组细胞，提取细胞内总RNA及蛋白进行RT-PCR及Western blot分析；收集细胞培养上清液冻存于−20 °C，进行ELISA分析。

2．实时荧光定量RT-PCR分析IL-6、Bcl-xL、Cyclin D1及c-Myc mRNA表达：苦参碱（0.5、0.8 mg/ml）处理K562细胞24或48 h后，收集细胞，按TRIzol Reagent说明步骤，抽提各组细胞总RNA，逆转录生成cDNA，两步法行荧光实时定量RT-PCR，相对定量法（mRNA相对表达水平= 2^−ΔΔCt^）计算目标片段的扩增比例。GAPDH为内参，以目的条带灰度值与GAPDH条带灰度值的比值进行归一标准化，不同处理组目的基因的表达水平以其标准化值与对照组标准化值的比值表示。PCR扩增条件：95 °C预变性3 min后，95 °C 25 s、57 °C 25 s（Bcl-xL为60 °C 45 s）、72 °C 50 s, 72 °C延伸5 min，共40个循环。各目的片段扩增引物序列及大小见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 扩增目的片段的引物序列及大小

  基因        引物序列(5′→3′)                  扩增片段长度(bp)
  ----------- ------------------------------- ------------------
  IL-6        上游：AAATTCGGTACATCCTCGACGG           112
              下游：GGAAGGTTCAGGTTGTTTTCTGC   
  Bcl-xL      上游：CCCAGAAAGGATACAGCTGG             448
              下游：GCGATCCGACTCACCAATAC      
  Cyclin D1   上游：CTGGCCATGAACTACCTGGA             483
              下游：GTCACACTTGATCACTCTGG      
  c-Myc       上游：CTCTCAACGACAGCAGCCCG             250
              下游：CCAGTCTCAGACCTAGTGGA      
  GAPDH       上游：ACCACAGTCCATGCCATCAC             450
              下游：TCCACCACCCTGTTGCTGTA      

3．Western blot法分析JAK/STAT3信号通路分子表达改变：收集各实验组细胞，以RIPA裂解液充分裂解细胞，抽提细胞内总蛋白，BCA法进行蛋白定量后，分别取20和50 µg总蛋白行胞内总蛋白或磷酸化蛋白的125 g/L SDS-PAGE, 30 mA恒流条件下，半干法转至PVDF膜，4 °C过夜；50 g/L脱脂奶粉溶液封闭，分别与各目标蛋白单克隆抗体（1∶500或1∶2 000稀释）4 °C孵育过夜，β-actin为内参；TBST洗膜3次后，与HRP标记的二抗（1∶5 000稀释）作用，37 °C孵育4 h，ECL显色、X线胶片曝光后，凝胶成像分析系统进行图像采集。采用Quantity One（美国BIO-RAD公司产品）对目的条带灰度值定量，以目的蛋白磷酸化条带灰度值与其总蛋白条带灰度值的比值表示细胞内JAK、STAT3蛋白磷酸化水平。

4．IL-6的ELISA分析：IL-6的分析采用双抗夹心ELISA法，操作按试剂说明书进行。

三、统计学处理

采用SPSS13.0软件进行统计学分析。实验数据用均数±标准差表示，多组间差异性比较采用方差分析，两两比较采用*q*检验（Newman-Kueuls法），*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．苦参碱对STAT3调控基因Bcl-xL、Cyclin D1、c-Myc表达的影响：Western blot结果显示，0.5 mg/ml苦参碱作用48 h，K562细胞Bcl-xL、Cyclin D1及c-Myc的蛋白表达水平下降（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）；RT-PCR分析结果显示，0.5、0.8 mg/ml苦参碱作用后细胞中Bcl-xL、Cyclin D1及c-Myc的mRNA表达不同程度降低（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 苦参碱（MAT）作用48 h后对K562细胞Bcl-xL、Cyclin D1及c-Myc mRNA表达的影响（*n*=3，*x*±*s*）

  组别              Bcl-xL         Cyclin D1          c-Myc
  ------------ ---------------- ---------------- ----------------
  对照组              1                1                1
  MAT作用组                                      
   0.5 mg/ml    0.640±0.020^a^    0.704±0.026      0.840±0.042
   0.8 mg/ml    0.573±0.028^b^   0.580±0.001^b^   0.721±0.031^a^

注：与对照组比较，^a^*P* \<0.05,^b^*P* \<0.01

![Western blot法分析苦参碱作用48 h后对K562细胞STAT3靶基因表达的影响\
1：对照组；2：0.5 mg/ml苦参碱处理组](cjh-36-05-422-g001){#figure1}

2．苦参碱对JAK/STAT3通路分子磷酸化水平的影响：Western blot结果显示，0.5 mg/ml苦参碱处理48 h, K562细胞内JAK2和STAT3总蛋白的表达无明显改变，磷酸化STAT3(p-Tyr705和p-Ser727)及磷酸化JAK2 (p-Tyr1007)表达均较对照组明显降低，磷酸化STAT3(p-Tyr705）的降低更为显著（[图2](#figure2){ref-type="fig"}，[表3](#t03){ref-type="table"})。以IL-6预处理后，细胞内STAT3、JAK2、磷酸化STAT3 (p-Tyr705和p-Ser727)和磷酸化JAK2 (p-Tyr1007)蛋白表达水平均明显增高，加入0.5 mg/ml苦参碱处理后，上述分子的表达一定程度抑制，增加苦参碱处理浓度(0.8 mg/ml)，上述分子的抑制效应更为明显（[图3](#figure3){ref-type="fig"}，[表4](#t04){ref-type="table"})。

###### Western blot法检测0.5 mg/ml苦参碱作用48 h后对K562细胞JAK2、STAT3蛋白表达的影响（*n*=3，*x*±*s*）

  组别           JAK2       p-JAK2      p-JAK2/JAK2        STAT3       p-STAT3(Tyr705)   p-STAT3(Tyr705)/STAT3   p-STAT3(Ser727)   p-STAT3(Ser727)/STAT3
  ---------- ------------ ----------- ---------------- -------------- ----------------- ----------------------- ----------------- -----------------------
  对照组      11 805±522   7 874±293    0.670±0.137     11 658±1 044      8 063±831           0.690±0.119          13 403±731           1.150±0.263
  苦参碱组    8 147±682     392±90     0.049±0.057^a^    9 835±846        7 016±965         0.370±0.024^b^          6 878±337         0.700±0.172^b^

注：p：磷酸化；与对照组比较，^a^*P* \<0.05,^b^*P* \<0.01

###### Western blot法检测MAT作用48 h后对经50 ng/ml IL-6预处理的K562细胞JAK2、STAT3蛋白表达的影响（*n*=3，*x*±*s*）

  组别                      JAK2            p-JAK2         p-JAK2/JAK2          STAT3        p-STAT3(Tyr705)   p-STAT3(Tyr705)/STAT3   p-STAT3(Ser727)   p-STAT3(Ser727)/STAT3
  -------------------- --------------- ----------------- ---------------- ----------------- ----------------- ----------------------- ----------------- -----------------------
  对照组                22 205±1 873     16 112±1 242      0.799±0.120      25 425±2 473      22 343±2 089          0.879±0.254         21 514±1 723          0.814±0.243
  IL-6                  26 718±2 143     22 354±1 483      0.841±0.240     36 189±3 186^a^    24 181±2 703        0.670±0.213^a^       33 134±2 318^a^        0.920±0.306
  IL-6+0.5 mg/ml MAT    32 308±216^b^   20 791±1 049^a^   0.647±0.153^a^    28 573±2 224     16 333±1 519^a^      0.572±0.136^a^        18 538±2 862        0.649±0.171^b^
  IL-6+0.8 mg/ml MAT     18 416±573      7 348±607^b^     0.401±0.019^b^   19 139±1 348^b^     912±128^b^         0.052±0.146^b^       20 756±2 014^a^      1.024±0.223^b^

注：MAT：苦参碱；p：磷酸化；与对照组比较，^a^*P*\<0.05，^b^*P*\<0.01

![Western blot法分析苦参碱作用48 h后对K562细胞JAK2、STAT3表达的影响\
1：对照组；2：0.5 mg/ml苦参碱处理组](cjh-36-05-422-g002){#figure2}

![Western blot法分析苦参碱（MAT）作用48 h后对经50 ng/ml IL-6预处理的K562细胞JAK2、STAT3蛋白表达的影响\
1：对照组；2：IL-6预处理组；3：IL-6 +0.5 mg/ml MAT作用组；4：IL-6 +0.8 mg/ml MAT作用组](cjh-36-05-422-g003){#figure3}

3．苦参碱对IL-6表达的影响：ELISA结果显示，0.5和0.8 mg/ml苦参碱处理48 h后，K562细胞培养上清中IL-6浓度分别由处理前的（35.1±1.93）pg/ml降低至（10.74±1.83）pg/ml和（8.66±1.24）pg/ml（*P*\<0.05）。RT-PCR分析结果显示，0.5和0.8 mg/ml苦参碱分别处理24和48 h，细胞内IL-6的转录均显著降低（*P*\<0.05），并具有时间和浓度依赖性效应（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![RT-PCR分析苦参碱对K562细胞IL-6 mRNA表达的影响（*n*=3）\
与对照组比较，a*P*\<0.05，b*P*\<0.01](cjh-36-05-422-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

苦参碱是从苦参类植物的根中提取出的一种生物碱成分，具有抗病毒、抗心律失常、消炎去肿等多种药理学活性。近年来，苦参碱的抗肿瘤作用被广为关注。研究发现，苦参碱可诱导人CML细胞株K562细胞向红系方向分化、抑制细胞内DNA的合成、诱导细胞早期凋亡；与临床常用化疗药物联用可逆转细胞耐药等[@b7]--[@b8]，显示苦参碱在白血病治疗中具有一定的应用前景。

JAK/STAT通路的持续激活被证实与白血病细胞的增殖异常、凋亡受阻及分化障碍密切相关[@b9]。我们在以往研究中曾发现，苦参碱抑制K562细胞增殖、诱导细胞向红系分化的过程中伴有广泛的蛋白酪氨酸激酶活性短暂下降和酪氨酸磷酸酶的活性改变，表明苦参碱可能通过影响细胞内酪氨酸蛋白激酶的磷酸化水平，影响细胞的增殖、分化，促进其凋亡[@b10]。本研究结果显示，苦参碱处理对K562细胞JAK/STAT3通路JAK2、STAT3分子的总蛋白表达没有明显作用，但可显著抑制JAK2及STAT3蛋白的磷酸化，提示苦参碱可能通过抑制上述分子或激酶的磷酸化影响JAK/STAT3通路活性。

白血病细胞中普遍存在STAT3的组成性活化。持续激活的STAT3信号能够将酪氨酸激酶信号进行整合，通过与细胞核DNA作用元件的结合，启动下游多个与细胞生长和增殖相关基因的转录，促进白血病的发生[@b9]。在STAT3作为转录因子参与调控的下游相关基因中，Cyclin D1、c-Myc、Bcl-xL与细胞周期的转换、分化和凋亡关系密切。Cyclin D1是一种主要在G~1~期发挥调控作用的细胞周期调控因子，可增强细胞通过G→S期检查点，促进细胞的增殖[@b11]。c-Myc对细胞周期进程发挥关键性调节作用，此外，c-Myc还通过多种途径参与细胞增殖与凋亡调控[@b12]。对上述分子的表达分析发现，苦参碱处理后细胞内Cyclin D1、c-Myc与Bcl-xL的转录和蛋白表达均出现不同程度下调。我们此前的研究已证实苦参碱对体外培养的K562细胞增殖具有明显的剂量和时间依赖性抑制效应，诱导细胞早期凋亡是苦参碱抑制K562细胞增殖的重要分子机制。此外，苦参碱处理的K562细胞G~0~/G~1~期细胞显著增多，S期细胞明显减少，出现明显的G~0~→S期阻滞。结合本研究结果，我们认为，Bcl-xL、c-Myc和Cyclin D1表达下调是苦参碱导致K562细胞周期阻滞和凋亡的分子机制，这一作用与JAK/STAT3通路抑制有关。

IL-6及其受体介导的胞外信号是JAK/STAT3通路激活的最主要的激活因子，白血病细胞可通过自分泌或旁分泌IL-6引起STAT3的组成性活化，进而参与白血病细胞的恶性转化[@b3]。有研究报道，阻断IL-6诱导的STAT3通路活化可抑制人骨髓瘤细胞Bcl-xL蛋白表达，从而诱导细胞凋亡[@b13]。我们的研究结果显示，苦参碱处理可使K562细胞IL-6mRNA及蛋白的表达明显降低，提示苦参碱介导的JAK/STAT3通路抑制可能与IL-6的表达有关。

综上所述，苦参碱对K562细胞的增殖抑制与JAK/STAT3通路的活性抑制有关，IL-6的表达下调与苦参碱介导的JAK/STAT3通路抑制有关。但IL-6是否为苦参碱介导的JAK/STAT3抑制的主要原因？是否还有其他机制参与？这些问题的进一步阐明对揭示苦参碱的抗肿瘤作用机制，进一步应用于白血病临床治疗具有重要意义。
